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論文内容要旨
一
 シガトキシンは,年間約2万人以上の中毒患者が発生する世界最大規模の海産物食中毒シガテラの主
 要原因物質である。この海産毒は渦鞭毛藻により生産され,食物連鎖による魚類の毒化に伴い,全世界
 で年間約2万人以」二の中毒患者が発生している。シガトキシン類は,20種類以上の同属体が報告されてい
 る。代表的なシガトキシンCTX3Cは,不飽和7,8,9員環エーテルを中央部分にもち,!3個のエーテ
 ル環が梯子状に連なった分'1'長3nmにも達するポリエーテル系巨大分子である。その極めて強力なマウ
 ス急性毒性(MLD二L3μg/kg)は,電位依存性ナトリウムチャネル(VSSC)のサイト5への結合に伴う,持
 続的な脱分極に起因する。赤潮毒ブレベトキシンも,同一のサイト5に結合するが,これらの分子の毒
 性発現に必要な構造要件は未解明である。
 これまでの研究で,CTX3Cの三つの水酸基がベンジル基で保護されたトリスベンジルCTX3Cにマウス
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 毒性がないことから,フリーの水酸基が毒性発現に必要であることが示唆されている、、また,当研究室
 で確立されたCTX3C全合成ルートは,5環性左側フラグメントと,6環性右側フラグメントをカップリ
 ングした後,段階的に中央部分のFG環部を構築しながら全合成する,というものである。そこで本研究
 では,シガトキシンの毒性発現に必要なVSSCに対する結合様式及び構造要件の解明を目的として,これ
 らの全合成中間体を脱保護・精製し,マウス急性毒性・細胞毒性・ブレベトキシンとの競合的結合実験
 の各種生物活性試験を計画した。
 第.二章シガトキシンん'誘道川の論制
 全合成中間体の水酸基をすべて脱保護した後,逆相HPLCにより精製し,各種分析機器により,構造決
 定した。.左右両フラグメント,及び両フラグメントを有し中央部分の環が未構築な合成誘導体を微量ス
 ケールで得た。
 第三音シガトキシン八成誘道奉の鶴割性'"莫研ゆ
 調製したCTX3C合成誘導体をマウス腹腔内投与したところ,いずれも急性毒性を示さなかった(MLD=
 >300、α9/kg)が,A環が欠落した試料については,CTX3C並のマウス毒性を示した(MLD二20μ9/kg)。次に,
 マウス脳神経芽種細胞Neuro-2A毒性試験に供したところ,左右両フラグメントは細胞毒性を示さなかっ
 た。しかしながら,左右両フラグメントを有する化合物は,顕著な細胞毒性(ED二,、=54～93111M)を有する
 ことが判明した。興味深いことに,これらの値はブレベトキシンPbTx-3の生物活性に近いものだった
 (MLD=200、α9/k9,ED5、,=1511M)。またA環が開環した化合物は,ED二・=L311Mと,CTX3C(ED二。=0.15
 nM)の約10分の1の活性だった。
 さらに,ナトリウムチャネルヘの結合様式を解明するため,ラットシナプトソームレセプターに対す
 るトリチウム標識したブレベ1・キシン(「3H」一PbTx-3)との競合的阻害実験を行った。予想通り左右両フラグ
 メントは結合を阻害しなかったが,中央部分が未構築の化合物は10011Mで20～50%程度結合を阻害した
 ものの,濃度を上昇させても完全には結合を阻害しなかった。一方,A環が開環した化合物は,天然物並
 の阻害活性を示した。
 以■しのように,シガトキシン合成誘導体は中央部分の環をもたない柔軟な構造であってもナトリウム
 チャネルに作用を及ぼし,生理活性を示すという非常に興味深い知見が得られた。
一
 クロモプロテイン系抗腫瘍性抗生物質C-1027は,活性本体であるクロモフォアとキャリアーアポタン
 ノ・ク質のi:1複合体である。エンジインクロモフォアの正宗一Bergman環化反応から生じる,パラベンザ
 インビラジカルのDNA水素引き抜き反応によって,C-1027は極めて強力な生埋活性を発現する。ビラジ
 カルはエンジインと室温で平衡状態にあり,溶媒やDNAから水素を引き抜き,芳香環化体クロモフォア
 を与える。
 このビラジカルの6位ラジカルはアポタンパク質中においても,近傍のGly96の水素を引き抜き,酸化
 的開裂によるアポタンパク質の切断を経て,C-1027は自己分解することが当研究室によって明らかとな
 った。そこでGly96の水素を重水素に置換し,速度論的同位体効果の発動によるビラジカルの水素引き抜
 き反」,藤の減速を利用した,天然物より安定な超C-1027(超天然物)の創製を計画した。
一
 大腸菌発現系の/0L培養液に,glycine-d,を添加することで効率良く重水素化リコンビナントアポタンパク
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 質(D-Glyアボタンパク質)を16mg得た。2D-NoEsY測定により,Glyの重水素化率を約78%と算出したr一
 次にHPLcによって,D-Glyアポタンパク質とクロモフォアの複合体D-Glyc-1027の精製に成功した,,併
 せて,天然型H-GlyC-1027も調製した。
一
 HID-GlyC-1027の安定性比較のため,固体状態及びリン酸緩衝溶液(pH6,8)1十]でそれぞれ37℃で静置し,
 '定時間毎のHPLC分析により,クロモフォアの残量を定量解析した。クロモフォアの減少の一次反1,ピ1速
 度定数をH-Gly,D-GlyC-1027に対してそれぞれkli,kDとすると,速度論的同位体効・果がkI、/k,,=!.8(固体),
 k,/k、、=4.!(溶液)となった。このことは,クロモフォアの半減期が固体状態では7時間から!2時間,溶液
 状態では37時間からユ51時間へと飛躍的に向上したことを意味する。
 また,37℃で5日間静置したD-Glyc-1027をLCIMS測定した結果,6位が重水素化した芳香環化体のマス
 スペク1・ルの観測に成功した。さらに,ヒト肝癌由来細胞JHH-7毒性試験に供したところ,37℃で2日間
 静置したD-G]yC-1027は,同条件で静置したH-GIyG!O27よりも低濃度で細胞増殖を阻害した(D-Gly:IC〕1
 =30pM,H-Gly:IC調認176pM)。
 以上のように,ビラジカルの水素引き抜きによるC-1027の自己分解をGly96の水素を重水素に置換する
 という合理的な設計によって,天然物の機能を超える物質(超C-io27)の創製に成功した。
 第ヒ音結量へ
 (1)超微量スケールでのCTX3C合成誘導体の調製に成功した。
 (2)CTX3C合成誘導体は,マウス急性毒性を示さないものの,Neuro-2A細胞毒性を示した。
 (3)CTX3C合成誘導体は,シナプトソームレセプターに対するトリチウムラベルPbTx-3の結合を部分的
 に阻害した,,
 (4)構造活性相関研究から,CTX3C合成誘導体は電位依存性ナトリウムチャネルのサイ1・5に作用を及
 ぼしていることが判明した。
 (5)リコンビンナントD-Glyアポタンパク質及び,D-GlyGIO27を効率的に調製した。
 (6)HPLC分析によって,D-GlyC-1027は,H-GlyC-1027よりも,固体状態では1.8倍,溶液状態では4.1
 倍も安定であることが分かった。
 (7)ヒトがん由来細胞毒性試験の結果は,D-GlyC一⊥027の安定性を反映した。
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 論文審査の結果の要旨
 1ヨ杵豊展の論文は,シガテラ巾毒原因毒シガトキシン(CTX)の毒性発現に必要な構造要件の解明と,
 クロモプロテイン系抗腫瘍性抗生物質C一ユ027より強活性で安定な超C-1027(超天然物)の創製に関する
 七章から構成されている。シガテラ中毒は,医界最大規模の海産物食中毒である。原因毒シガトキシン
 は,電位依存性ナトリウムチャネルに作用して強力な神経毒性を示す。天然から単離される量が極めて
 微量であり,関連研究の障害になっている。本研究室では,最近シガトキシンCTX3Cの全合成に成功し
 た。
 第一章では,シガトキシン類の構造と化学,生物活性,およびナトリウムチャネルヘの作用,本研究
 室のシガトキシンCTX3C全合成に関して概説した。
 第二章では,シガトキシンCTX3Cの微量全合成中間体の水酸基の脱保護と精製,および構造未確定で
 あった副生成物の構造を決定した。
 第三章では,調製した化合物群について,マウスに対する急性毒性や,マウス脳神経芽種細胞に対す
 る細胞毒性,並びにラッ1・シナプトソームレセプターに対する結合を検討した。その結果,中央FG環部
 が開環した椎造でもナトリウムチャネルにある程度作用するが,マウスに対する急性毒性は殆ど示さな
 いことを明らかにした。・
 第四章では,抗がん活性を担うエンジイン型クロモフォアと,これを安定化するキャリヤーアポタン
 パク質との1:1複合体である天然物C-1027と,その自己分解の問題について概説した。即ち,不安定
 なクロモフォアは,パラベンザイン型ビラジカルと平衡にあって,そのビラジカルがアポタンパク質中
 でGly96の水素を引き抜き芳香環化し,アポタンパク質の分解も引き起こして自己分解する。
 第五章では,C-1027を安定化する目的で,アポタンパク質のGlyを全て重水素化したアポタンパク質を
 大腸菌で発現する方法開発と,更にクロモフォアを複合化することに成功した。
 第六章では,重水素化アポタンパク質クロモフ牙ア複合体と天然C-1027中のクロモフォアの分解速度
 を評価し,期待通り前者でクロモフォアが安定に存在すること(速度論的同位体効果)を証明した。即
 ち,超C-1027の創製に成功した。
 第七章では,著者の研究成果を総括した。
 以上,本研究は,天然物・生物有機化学の分野に画期的な貢献をするもので,著者が自立して研究活
 動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって,臼杵豊展提μ一]rの博士
 論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認める。
 一270一
